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Abstract 


The present invention relates to a reconstructed skin model, characterized in that it comprises an 
epidermis equivalent on a support, the said jepidermis equivalent comprising at least keratinocytes and at 
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(54) Equivalent de peau comprenant des cellules de Langerhans 



(57) La presente invention concerne un modele de 
peau reconstruite. caractense par le fait qu'il comprend 
un eauivalent d'epiderme sur un support, tedit equiva- 
lent a'epiderme comprenant au moms des Keratinocytes 
et au moms des precurseurs de ceilules de Langerhans 
tnduns ou non ainsi que le procede de preparation cudit 



equivalent de peau. 

L'mvention concerne egaiement un equivalent 
d'epiderme. caractense par le fan qu'il comprend au 
moms des keratinocytes et au moms des precurseurs 
de cellules de Langerhans inauits ou non et son procede 
de preparation 
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Description 

La presente nveniion ccncerne un nouvel eaurva- 
lent ae Deau son procede d'obtentton I'eauivaiert 
d'eDiaeme comons aans cei equivaiert ae peau et son 
procede de preDaration 

On cnercne a mettre au point cep jis plusieurs an- 
nees aes noaeies ce ceau reconstruite aui permener.t 
d'effectuer les etuaes recessaires a la meilieure corr- 
prehension du roie de la peau tant dans le aomame me- 
canique aue aans ie acmame pnysiologique 

Amsi des modeies p:us ou moms proches ae la 
peau humame ont cu etre m:s au point On peut citer 
par exempie tes mcae^es decrits aans les Drevets oj 
dans les aemanaes ae brevets EP 235471 . EP 2B5474 
EP 415035 WO-A-90 C2796. WO-A-9116010 EP 
197090. EP 20753 =R 2655175. FR 26699C4 
De maniere tres cenerale les modeies de peau recons- 
truite decrits dans ces documents sent constrtues de ke- 
ratmocyies humams deposes sur un support, souvent 
un equivalent de aerme et cu;tives dans des conditions 
telles qu'iis entrent dans un programme de arfferencia- 
tion aboutissant a la formation d'un equivalent d'epider- 
me 

Cependant. I'cptdcrme humam naturel est compose 
pnncipaiement de trois types de cellules qui sont les ke- 
ratinocytes tres majontaires. les melanocytes et les cel- 
lules de Langerhans Chacun de ces types celiulaires 
contribue par ses fonctions propres au role essentiel 
joue dans I'organisme par la peau 
Les cellules de Langerhans sont imphquees dans les 
defenses immunitaires de la peau On sait depuis long- 
temps que celles-ci occupent une place essentielle 
dans les defenses immunitaires de t'hote. en particuher 
comme premiere bamere face aux agressions exterieu- 
res. 

Les cellules de Langerhans sont aes cellules den- 
vees de la moelle osseuse qui peuvent etre caracten- 
sees par la presence de granules de Birbeck et ['expres- 
sion du marqueur antigenique CDla (cellules CD1a po- 
sitives) tRowden et coll Nature 268 247-248. 1977) 
Elles jouent un roie aecisif dans I'mttiation des reoonses 
immunitaires dingees contre les antigenes introduits 
dans la oeau ou nouvellement generes par celle-ci 
Mises en contact avec un allergene. les cellules de Lan- 
gerhans migrent vers les ganglions ou elles declenchent 
les reactions specifiques des cellules-T A ce titre. elles 
sont done assimnees aux cellules de presentation des 
antigenes essentielles au oon fonctionnement des lym- 
phocytes T 

Ainsi. la pnnctpale fonction des cellules de Lange- 
rhans est ae fournir un signal sensitif dans la reponse 
immunitaire de la peau induite contre une grande variete 
d'antigenes mcluant les allergenes de contact, les anti- 
genes tumoraux et les mtcroorganismes 
On peut done en conclure que ces cellules interviennent 
probablement dans un grand nombre de pathologies de 
la peau 



Le document WO-A-90 C2796 sjggere daiouter 
dans un systeme tridimensionnei de culture ae peau a 
des cultures ae keratinocytes et ae melanocytes aes 
cellules ae Langemans isolees a oamr ae preievements 

s ae peau fraiche Ce meme document precise aue la 
croissance en culture de teles cellules es: diffic.ie II 
s'avere en fait aue les cellules ae Langemans punfiees 
apartirae orelevement de Deau sont aes ceiluies issues 
de precurseu-s cui oni progresse aans leur cycle ae df- 

w ferenciaticn jusqu'a devenr ces cellules CDla cosrtives 
et que ces cellules isolees ne progressent plus aans leur 
cycle de drfferenciation 

La culture in vitro ae tehes cellules se resume a un nam- 
tien en survie du fait de t'incaoacite pour ces cellules de 

is se multiplier En fait ces cellules s'arretent et meurent 
sans avoir rempli leur role II en est de meme lorsque 
ces cellules sont introduces dans un moaele ae oeau 
reconstruite Ainsi. meme s'H est suggere d'mtroduire 
des cellules ae Langemans dans ce document la oeau 

20 reconstruite obtenue ne pourrait etre salisfaisante aans 
la mesure ou les cellules de Langerhans ne survivent 
pas 

Les melanocytes sont localises dans la couche ba- 
sale de I'epiderme lis sont le siege de la melanogenese 
2$ et du fait de leur contact etrort avee les keratinocytes its 
transferent a ceux-ci la melanine neosynthetisee sous 
la forme de melanosomes. donnant ainsi a la peau sa 
coloraton Le type et la quantite de melanine contenue 
dans les melanosomes determine la coloration de la 
30 peau De plus, la melanine constitue pnncipaiement un 
ecran efficace pour la protection contre les rayonne- 
ments solaires en particuher ies rayonnements ultravio- 
lets Un modele de peau reconstruite ayant incorpore 
des melanocytes est decnt dans la demanae ae brevet 
35 WO-A-9351165 

On ccmprend done que les modeies ae peau re- 
construite decrits dans Tart anteneur ne permettent que 
des etudes incompletes au role eVou des reactions de 
la peau. En effet. I'absence de cellules de Langerhans, 
•to cellules essentielles pour les defenses immunitaires de 
la peau, aans ces modeies rend ceux-ci muMisabies 
pour des etudes immunoiogiques tn vitro Par atlleurs. 
on peut supposer que ies etudes pharmacologiques et/ 
ou toxicologiques realisees avec ces modeies n'ont pu 
-»5 refleter qu'une partie de la realite des interactions du fait 
de ('absence de ce composant essentiel de la peau que 
constituent les cellules de Langemans 

Indepenaamment des phenomenes naturels qui 
conduisent aux symptomes lies aux peaux dites sensi- 
so bles et/ou allergiques. phenomenes qu'un tel modele 
pourra permettre de mieux cerner I'mdustne en general, 
et celle des cosmetiques en particuher, mtroduit de plus 
en plus souvent des composes nouvcaux dans ses 
compositions Un aes problemes majeurs auquet elle 
55 est confrontee est alors ('evaluation des effets nefastes 
que ces composes pourraient mduire au contact de la 
peau en particuher en terme de sensioilisaton de con- 
tact 
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Pour aes -aisons detriaue i est eviaem aue cette 
evaluation ne oeut etre pratiajee ni sur fhorrme n sur 
ies amrraux 

On conpreno aiors firteret d'un moaeie in vitro qui 
puisse permettre par l apprehenstcn aes mecantsmes 
ae aefense de la peau une rneilleure comprehension 
aes syrrptomes lies aux peaux dites sens bies et/ou al- 
le'qiaues e: une evaluation des ettets netastes des com- 
poses potentiellement utilisatles dans l industrie 

La demanaeresse. qui depuis de tongues annees 
sinteresse au domaine aes peaux reconstruites. a 
maimenant aecouvert qu'il est possiDle d mcorporer aj 
moms aes precurseurs de cellules de Langerhans. 
preaiablement induits ou non. dans un moaele ae peau 
reconstruite 

La presente invention a done pourobiet un modele 
ae peaL reconstruite caracterise par te tait qu'il com- 
prend un equivalent d'epiderme sur un support. ecJ it 
eauivalent d'eotderme comprenant au moms aes kera- 
tinocytes et au moms des precurseurs ae cellules de 
^angemans indurts ou non 

Lexpression "precurseurs de celiules ae Lange- 
rhans mouits " couvre dans ce texle toute cellule, nor- 
male ou pathoiogique qui a subi preaiaolement a sa 
mise cn co-cuiture au moms un tranement destine a lui 
conferer Ies caracteres d'une cellule de Langerhans. 
e'est a cire une cellule CDIa positive sans prejuger de 
I'acauisition ou non par cette cellule du caractere CDla 
posiLf 

Dans la peau normale Ies cellules de Langerhans 
sont localisees dans la partie suprabasale de I'epider- 
me 

Preferentiellement le modele de peau reconstruite se- 
lon ('invention presente au moms des precurseurs de 
cellules de Langerhans induits ou non localises dans la 
partie suprabasale ce I'equivalent d'epiderme 

li est bien entendu que I'equivalent de peau de I'm- 
vention peut comprendre tout autre type ceilulaire qui 
pourrait y etre incorpore 

La demanderesse a reussi a etabhr un procede de 
preparation d'un equivalent de peau comprenant un 
equivalent d'epiderme sur un support ledit equivalent 
d'epiderme comprenant au motns aes keratinocytes et 
au moms des precurseurs de cellules de Langerhans 
induits ou non 

L'invention a egalement pour obiet un procede pour 
la preparation d'un equivalent de peau tel aue decnt a- 
dessus caracterise par le fail que I on co-cuilive sur le 
support des keratinocytes et au moms des precurseurs 
de celluies de Langerhans induits ou non 

Pour faciliter la comprehension, I'emplo: du terme 
"co-culture 1 (ou des lermes apparentes) doit s'entendre 
commc se rapportant aux cultures cellulaires effectuees 
sur le support permettant ('elaboration de la peau re- 
construr.e sans auecela sous-entende obltgatoirement 
la presence de plus d'une espece ceilulaire Les termes 
"cufture" et "cultive" s'entendent alors comme se rap- 
ponant aux cultures cellulaires effectuees de maniere 



ciassiaue par exemoie oans aes Doaes ae cjitures ce»- 
lulaires traditionneiies 

Le suoport utii.se seion i invention oeut etre I'un 
auelconque ce ceux deems aans fart anieneu' A tit-e 
5 d'exemple. on oeut citer comme support ies lattices mix- 
tes collaqene/fibroclastes le aerme preaiabtement de- 
sepidermise les memDranes anrficielies comme par 
exemDie ies f i It res ae ma r aue Millioores ies suostituts 
sous-cutanes a base ce coliagene le piastique ol tojt 
to autre support compatible avec la Viab hte ceilulaire 

Preferentiellement le support est constitue par un 
aerme Drealablement deseDiaermise 

Quelque son le support choisi. le pro:ocole Dour sa 
mise en oeuvre utilise seion ('invention peut-etre I'un 
7 5 queiconque aes protocoles decrrts aans 'an anteneur 

Preferentiellement seion l'invention lorsque le suo- 
port es: constitue par un derme preaiaolement desepi- 
dermise on met en oeuvre le protocoie decnt dans Pru- 
nieras et collaborateurs Ann Chir Plast . 1 979 24. n°4 
20 357-362. 

Seion l'invention. pour ootenir l eauivalent d'epider- 
me comprenant au moms des keratinocytes et au moms 
des precurseurs de cellules de Langerhans induns ou 
non on co-cultive ensemble sur le suppor au moms des 
2S keratinocytes ct au motns des precurseurs do cellules 
de Langernans induits ou non 

Les keratinocytes utilises seion ('invention oeuvent 
etre prepares seion toute methode connue de fart an- 
teneur On peut citer a titre d exempie la culture a partir 
30 d'epiderme dissocie provenant de prelevement de oeau 
normale ou pathoiogique ou la culture de keratinocytes 
issus de la game de follicules piieux normaux ou patho- 
logiques 

Preferentiellement. seion l'invention les Keratinocy- 

35 tes utilises sont prepares a partir d'eDiderme dissocie 
provenant de prelevement de peau normale ou patho- 
iogique seion la methoae decnte aans Regnier et col- 
laborateurs. Frontier of Matrix Biology, Vol 9 4-35 (Kar- 
ger Basel 1931) 

-*o Les precurseurs de cellules de Langerhans peu- 
vent etre toute cellule soucheapte a se differencter sous 
reflet d'une induction en cellules de Langernans. e'est 
a dire apte a se differencier en cellules COl a positives 
Avantageusement ces precurseurs peuvent etre des 

4 $ cellules hematopoietiaues CD34* (Caux et collabora- 
teurs. Nature Vol 360 Nov 1992 255) 

Les precurseurs de cellules ae Langernans peu- 
vent etre purities a partir des lissus dans lesquels ils se 
trouvent naturellement. parmi lesquels on peut citer la 

so moelle osseuse. le sang penpnenque le sang de cor- 
don ombilical 

Preferentiellement on utilise seion le procede de 
l'invention des precurseurs dc cellules dc Langernans 
prepares a partir de sane penpnenque ou de sang de 

55 coroon ombilical et encore plus preferentiellement des 
precurseurs prepares a partir de sang de cordon ombi- 
lical 

Toute methode ae purification peut etre utilisee a 



BNSOOC'D Z^$9C~?4A< 



3 



EP 0 789 074 A1 



cette fin On peut citer par exempie celie aecnte cans 
Caux el collaborateurs Nature Vol 36C Nov 1992 
255 

Seion I'mvertion ('induction ae ia cifterenciation 
aes precurseurs ae cellules ae Langernans peut etre 
reaiisee avant ou apres leur mise en co-culture 

Cene induction peut bien evidement etre reaiisee 
oar toute methoae connue Parm:ces methoaes on peut 
citer. par exempie la ditferenciation inauite par les cy- 
tokines tetles que le facteur ae stimulation ae colonies 
Granuiocyte/Macropnege - Colony Stimulating Factcr 
ou GM-CSF) le facteur ae necrose tumorale iTumcr 
Necrosis Factor ou TNF-ot). le facteur ae ceHuies sou- 
cres (Stem Cell Factor ou SCF) I'mterleukme 3 ou en- 
core I'mlerleukine 4 ou un melange ae celles-ci. 

Mais ta aemanaeresse a decouvert que ae maniere 
tout a ta.t surprenante la ditterenciation des precurseurs 
ae celluies de Langernans peut etre spontanement in- 
auite par la presence de Keratmocytes ou encore par 
une culture ae ces precurseurs aans un milieu cans le* 
uuei ont ete preaiabiement cultives aes keratmocytes 

L'inauction en presence de keratmocytes peut aonc 
etre reaiisee soit par une culture simultanee de precur- 
seurs de cellules de Langerhans et de keratmocytes. 
induction intcrvenant aans la culture soit par co-cultu- 
re aes precurseurs de cellules de Langerhans et aes 
keratmocytes sur un support par exempie un derme de- 
sepidermise. 1'induction intervenant au sein de la co-cul- 
ture 

Preferentiellement seion I'tnvention i'mduction de 
la ditterenciation des precurseurs de celiules ae Lange- 
rhans est reaiisee par la presence de keratmocytes et 
encore plus preferentiellement par co-culture des pre- 
curseurs de cellules ae Lanqemans et des keratmocy- 
tes sur un support 

Avantageusement I'mduction de la ditterenciation 
des precurseurs de cellules de Langerhans peut s'etfec- 
tuer par la combinaison d'au moms deux ae ces metho- 
des comme par exempie la culture en presence de ke- 
ratmocytes et en presence d'au moms une cytOKine ou 
encore la culture en presence d'un melange de cytoki- 
nes comme par exempie la combinaison du GM-CSF 
et du TNF-a 

La concentration en cytokines utilisee pour I'mduc- 
tion est bien evidemment tonction de la nature ae la cy- 
tokine utilisee 

Les cytokines sont en generale presentes a des con- 
centrations comprises entre 1 ng/ml et 400 ng/ml de pre- 
ference entre 2.5 ng/ml et 300 ng/ml 
Ainsi par exempie pour le GM-CSF ia concentration 
peut etre comprise entre 100 ng/ml et 400 ng/ml et de 
preference entre 200 ng/ml et 300 ng/ml Pour le TNF- 
a la concentration peut etre comprise entre 1 ng/ml et 
7.5 ng/ml et de preference entre 2.5 ng/ml et 5 ng/ml 

Dans ta mesure ou un melange de cytokines est uti- 
lise, la proportion d'une cytokine par rapport a I'autre 
vane en fonction de la nature des cytokines utilisees 
Par exempie dans le cas du melange GM-CSF/TNF-a, 



ceile-ci est comprise entre les rappons ponaeraux cOd 
et 13/1 et ae preference entre 120/1 et 43/1 

II est possiDe pour la mise en co-cutlure aenncmr 
ia preparation ae precurseurs inauits en cei uies CCla 

s positives Pour ceia on isoie aans les cultures ae pre- 
curseurs indurts les cellules CD1a positives 

Seion I'mvention le rapport entre le nomore ae ke- 
ratmocytes et les precurseurs de celiules ae ^ange- 
mans inauits ou nor co-cuitives sur le support est corn- 

io pns entre les rapport 95/5 et 25/75 en pourcertage au 
nombre ae celluies total cans ia cc-cuiture et preferen- 
tiellement entre 75/25 et 35/65 et encore plus preferen- 
tiellement ce rappoa est de 50/50 

Seion ie procede de r invention, les precurseurs aes 

ts cellules de Langerhans ir.du.ts ou non sont mis en co- 
cutture a tout staae ae I'elaboration de I'eauivaient d'epi- 
derme 

Avantageusement le proceae seion 1'invention 
comporte une etape aans laquelle les precurseurs des 
20 cellules de Langerhans inauits ou non sont mis en co- 
culture avec les keratmocytes en un temps qui permet 
leur localisation supraoasale aans I' equivalent d'epider- 
me 

Preferentiellement. les precurseurs ces cellules de 

25 Langernans indurts ou non sont mis en co-culture a un 
temps choisi entre le moment ou la coucne supraoasale 
de I'equivalent depidenme commence a se former et le 
moment ou les keratmocytes differences commencent 
a former la premiere coucne au stratum corneum 

30 Encore plus preferentiellement. les precurseurs de 

cellules de Langernans indurts ou non sont mis en co- 
culture a un temps cnoisi entre le moment ou la coucne 
suprabasale de I equivalent d'epiderme commence a se 
former et le deuxieme |0ur d'incubation apres exposition 

35 a Tinterface air/liquide (voir ci-dessous) 

Le milieu nutntif utilise pour le procede seion I'm- 
vention peut etre tout milieu nutntif connu oour sa capa- 
city a permettre la proliferation et la differenciauon des 
keratmocytes On peut citer a titre d'exemple le milieu 

■to Dulbecco modifie Eagle, ou un milieu defini a teneur en 
calcium variable, tel le milieu decrit par Boyce S T et 
Ham R G (J Tissue Cult Meth . 19B5. 9. B3-93). 
Avantageusement. seion ['invention li est possible d'uti- 
hser un melange ae plusieurs milieux nutntifs comme 

^5 par exempie le melange milieu Dulbecco modifie Eagle/ 
milieu HAM Fl2ou milieu de Rhemwaid et Green. (Cell. 
1975. 6. 331-334) 

Seion le prolocole de preparation de I'equivalent de 
peau. la co-culture est d'abord maintenue immergee 

50 dans un milieu nutntif pendant un temps a'tncubation de 
3 a 3 jours Ce milieu nutntif peut etre par exempie le 
milieu decrit par Rheinwatd et Green, milieu qui permet 
la proliferation des Keratmocytes 

Au bout de ce temps d'incubation la co-cuiture est 

55 portee a 1'interface air/liquide. par exempie par depot sur 
une grille metallique Le liquide est alors preferentielle- 
ment constrtue du meme milieu nutntif que le precedent, 
a la difference pret que seuls 3 des facteurs ae crois- 
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sances mtialemen: comenus dans ie milieu de 
Rheinwaid et Green sont conserves sux memes con- 
cenuations. a savoir le facteur de croissance eDiderm - 
aue lEGF) I'irsuiine et I'hydroccrtisone 

L'incucatton se poursuit ensuite jusau'a otter.tion 
d jn eauivaiert de peau presentant les caracteristiaues 
d'une Deau a savoir un equivalent de derme supportart 
un eauivaient d'eDioerrne presentant les couches cellu- 
laires ciassioues a savoir les couches basaie supraba- 
sale granuieuse et comee 

Ainsi i'mcuoation se ooursuit per.oant une auree 
comDrise entre 5 et 30 pu^s 

Le modele de peau reconstruite ainsi realise est 
constitue de deux entites le support et I'eauivalent 
d'epiderme qu'il est possible de separer physiquement 
Tun ae I'autre 

L'equrvaiert deoiderme peut alors etre utilise separe- 
ment du support 

L'mvention conceme done egalement un eauivaient 
d'epiderme caracterise par ie (ait qu'il comprend au 
moms des keratinocytes et au moms des precurseurs 
de cellules de Langerhans induits ou non et sen precede 
de preparation tel que decrit ct-dessus 

Preferentiellement. I'equivalent d'epiderme selon 
('invention prcscntc au moms des precurseurs de cellu- 
les de Langerhans mdutts ou non localises dans sa par- 
tie suprabasale 

Bien entendu I'equivalent de peau qui presente la 
meilleure similitude avec la peau nomnale est ('equiva- 
lent de peau qui contient les trois types cellulaires es- 
sentiels presents dans la peau normale. 

Ainsi avantageusement. le modele de peau re- 
construite selon l'mvention comprend en outre aes me- 
lanocytes 

L'mvention conceme avantageusement un equiva- 
lent d'epiderme contenant des keratinocytes. au moms 
des precurseurs de cellules de Langerhans incuits ou 
non et des melanocytes 

Les melanocytes utilises selon l'mvention peuvent 
etre purrfiees a partir de tout organe en contenant com- 
me par exemple la peau normale ou ie follicule de che- 
veu 

Prelerentiellement. on utilise des melanocytes pu- 
rities a partir ae peau normale 

Toute methode de purification connue de Cart ante- 
neur peut etre utihsee pour preparer ces melanocytes 
On peut citer par exemple la methode decnte dans Ols- 
son et collaboraieurs. Acta Derm Venereol 1994 74. 
226-265 

Pour obtenir un equivalent de oeau contenant les 
trois types cellulaires presents dans la peau normale. il 
est necessaire ae co-cultiver des keratinocytes des 
precurseurs de cellules de Langerhans induits ou non 
et des melanocytes sur un support 

Ainsi selon un autre mode particuher du procede 
de l'mvention celui-ci se caractense par le fart que Ton 
co-cultive sur un support des keratinocytes au moms 
des precurseurs de cellules de Langerhans mauits ou 



non e: des melanocytes 

Dans ies cas a un eauivaient ae peau comprenant 
les fois types cellulaires ie precede mis en ceuvre pour 
sa realisation ne differe en nen ae ceiui expose prece- 
5 aemment pour la real satior d un eauivaient ae oeau 
comprenant aeux types cellulaires 
^ar exemple le racport entre le melange i ^eratinocy- 
tes+meianocytes) et tes cellules ae Lanaernans evou 
les precurseurs co-cultives sur le support est compns 
to entre ies rapport 95'5 et 25/75 en pourcentage au nom- 
Pre total de cellules aans la co-cuiture et prelerentielle- 
ment entre 75/25 et 35/65 et encore Dius prelerentielle- 
ment ce rapport est ae 50/50 

Le rapport particuner entre keratinocytes et mela- 
nocytes peut etre ceiui decnt dans I 'art anterieur (WO- 
A-9351165). 

Les exemples ci-dessous illustrent ('invention sans 
la limrter aucunement 

20 Exemp'e de preparation d'ur eouivalent d'epiderme 
contenant des keratinocytes aes ceiiuies ae Lanae- 
rnans et des melanocytes 

On constitue un melange de keratinocytes humains 

25 normaux prealablcmcnt isoies selon la methode decnte 
dans Regnier et collaborateurs (Frontier of Matrix Bio- 
logy Vol 9 4-35. Karger, Basel 19S1 ) et de melanocytes 
humains preaiablement isoies selon la methode decnte 
dans Olsson et coll (Acta Derm Venereol 1994 74 

30 226-268). dans une proportion de 10 pour i Ce melan- 
ge est depose sur un derme desepidermise a raison de 
5x10 s cellules par cm 2 selon la methode decnte dans 
Prunieras et collaborateurs. Ann Chir Plast . 1979. 24. 
n°4 357-362 La culture s effectue dans un milieu cons- 

25 titue d'un melange de milieu Dulbecco modifie Eagle et 
de milieu HAM F1 2 en une proportion de 3 pour 1 , con- 
tenant 10 °o de serum de veau foetal. 10 ng/ml de fac- 
teur de croissance epidermiaue (EGFi. 400 ng/ml d'hy- 
drocortisone. 10* 6 M Isoproterenol 5 ug/ml de transfer- 

40 rine. 2 x 10* 9 M de triiodothyronine 1.3x10 4 M d ade- 
nine et 5 ug/ml d'insuline (Rhemwald et Green, Cell. 
1975. 6 231-334) La culture est ainsi matntenue im- 
mergee pendant 6 purs La culture est alors placee a 
1'intertace air/liquide. ledit liauiae etant alors constitue 

45 du meme milieu que precedemment duquei hsoprote- 
renol la transterrme. la triiodothyronine et I'adenine ont 
ete retires 

Paralleiement. des cellules CD34* sont isoies a partir 
de sang de coraon ombihcai et cultivees selon la me- 

50 thoae decnte dans Caux et Col! . (Nature Vol 360. 19 
novembre 1992. pp 25S-260). pendant 6 jours en pre- 
sence de "acteur de stimulation de colonies (Granulo- 
cyte/Macrophage - Colony Stimulating Factor ou GM- 
CSF) a la concentration de 200 ng/mi et de lacteur de 

55 necrose tumorale (Tumor Necrosis Factor ou TNF-a) a 
la concentration de 2.5 ng/ml 

2 purs apres passage du melange ke^atinocytes/mela- 
nocytes a ('interface air/hauide, on depose sur I'epider- 



5 



Q 



EP 0 789 074 A1 



10 



me en reconstruction 5x10 s cellules telles que 

preaiaDlement preparees La cuiiure est ensjiie entre- 
tenue jusau'a ootention d'un eau va ent d'epiaerme r»is- 
toiogiauement satis'aisan; c est a aire un equivalent 
d'epiaerme presentant les coucnes ceiiuaires ciass- 
ques a savoir les coucnes oasaie supraaasale qranu- 
lejse et cornee 

^reparation d'jn equivalent d'eoiaerme contenant des 
Keratinocvtes et des cellules ae .anoernans. sans 
premauction des precursejrs ae cellules ae 
Lanqernans 

On constitue un melange de keratmocytes humains 
normaux prealablemeni isoles selon la methode decnte 
dans Regmer et coll {Frontier of Matrix Biology. Vol 9 
4-35 Karger Basel 1 981 ) et de cellules CD34* isoiees 
a partir de sang ae cordon omoiiicai seion la methode 
decnte aans Caux et Coll (Nature Vol 360. 1 9 novem- 
Pre 1992. pp. 256-260) dans une proportion de 1 pour 
i Ce melange est depose sur un derme desepiaermise 
a raison de 5x1 0 5 cellules de cnaque type par cm 2 se- 
ion la methode decnte dans Prumeras et coll . (Ann 
Chir Plast. 1 979. 24. n 3 4. 357- 362 ^ La co-culture s'ef- 
fcctue dans un milieu constitue d'un melange do milieu 
Dulbecco modifie Eagle et de milieu HAM F12 en un 
rapport volumique de 3 pour 1. contenant 10 % de se- 
rum de veau foetal. 10 ng/ml de facteur ae croissance 
epiaermique (EGF) 400 ng/ml d'nydrocortisone. 10' 6 M 
I soproterenol 5 ug/ml de transf ernne, 2 x 10~ 9 M de truo- 
dothyronine, 1 .8 x 10 -4 M dademne et 5 ng/ml d'insuline 
(Rhemwaldet Green. Cell. 1975. 6. 331-334). La culture 
est ainsi mamtenue immergee pendant 6 jours. La cul- 
ture est alors placee a Pmtertace air/liquide. ledit liauide 
etant alors constitue du meme milieu que precedem- 
mentduquel Tisoproterenol. la transternne. ^triiodothy- 
ronine et I'adenme ont ete retires 

La co-culture est ensuite entretenue jusqu'a obten- 
tion d'un equivalent d'epiderme histologiquement satis- 
faisant. c'est a dire un equivalent d'eDiderme presentant 
les couches cellulaires classiques. a savoir les couches 
basaie. suprabasale. granuleuse et comee 

Revendications 

1 . Equivalent de peau. caractense par le fait qu'il com- 
prend un equivalent d'epiderme sur un support, ledit 
equivalent d'epiderme comprenant au moms des 
keratmocytes et au moms des precurseurs de cel- 
lules de Langerhans tnduits ou non 

2. Equivalent de peau selon la revendication 1 . carac- 
tense par te tait que le support est choisi parmi les 
lattices mixtes coltagene/tiDrobtastes. le derme 
prealablement desepidermise les membranes arti- 
ficielles comme par exemple les (litres de marque 
Milhpores. les substrtuts sous-cutanes a base de 



coiiagene te piastique ou tout autre suppon; ccn- 
Datibie avec ta viaomte cenuiare 

3. Equivalent ae peau seton la revenaicanon 2 carac- 
5 tense par le tait aue le support es: ccnsntue par au 

aerme prealablement aesepiaermise 

4. Equivalent ce peau seion rune queiconaue aes re- 
venaications i a 3. caractense par le fart au u con- 

to prena en outre aes melanocytes. 

5. Equivalent ce peau selon Tune queiconque aes re- 
vendications 1 a 4 caractense par le tait que les 
precurseurs ae cellules ae Langerhans inauits ou 

■ 5 non ont une localisation suprabasale aans I equiva- 
lent d'epiderme 

6. Procede de preparation d un equivalent ae peau 
caractense par le tait que Ton co-cultive sur un sup- 

20 port des keratmocytes et au moms aes precurseurs 

ae cellules ae Langernans inauits ou non 

7. Procede selon la revendication 6. caractense par le 
fait que le rapport entre le nomore ae keratmocytes 

2S et ies precurseurs dc cellules dc Langerhans in- 

duits ou non. co-cultrves sur le support est compris 
entre ies rapport 95/5 et 25/75 en pourcentage du 
nombre total de cellules dans la co-culture et pre- 
ferentiellement entre 75/25 et 35/65 et encore plus 

30 preferentiellement ce rapport est de 50/50 

8. Procede selon I une queiconque aes revendications 
6 ou 7, caractense par le fait que les keratmocytes 
sont obtenus par la culture a partir d'epiderme dis- 

3£ socie provenant de prelevement de peau normale 
ou pathoiogique ou par la culture de keratmocytes 
issus de la game de follicule pileux normaux ou pa- 
thoiogiques. 

•*o 9. Procede selon ta revendication precedente, carac- 
tense par le fait aue les keratmocytes sont obtenus 
a partir de prelevement de peau normale ou patho- 
iogique 

■*s 10. Procede seion I une queiconque des revenaications 
6 a 9. caractense par le fait que les precurseurs des 
cellules de Langernans sont purifies a partir de 
moelle osseuse. de sang penphenaue ou de sang 
de cordon ombilical 

50 

11. Procede selon la revendication precedente. carac- 
tense par le fait que les precurseurs des cellules de 
Langerhans sont purities a partir de sang de cordon 
ombilical 

55 

12. Procede selon I une queiconque des revendications 
6 a 11 caractense par le fart que les precurseurs 
de cellules ae Langernans sont des cellules hema- 
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topoietiaues CC3-i~ 

1 3. Procece seion rune aueiccnaue aes revenaicat ons 
6 a 1 2 caracterse Da' le fait aue la citlerenciation 
aes precurseurs ae cellules ae Langerhans est in- s 
auite avant ou acres leur mise en co-culture 

14. Procece seicn la revenaicaton preceaente carac- 
tense par te fait aue la differenciation aes precur- 
seurs ae ceiluies ae Langernans est inaurte acres to 
teur mise en co-culture 

1 5. Procece seion l une quetconaue des revenaications 
1 3 ou 14 caracterise par le fait aue la cifferenciation 
aes precurseurs de cellules ae Langerhans est in- is 
duite seion une methoae chcisie parmi la culture en 
presence de keratinocytes la culture aans un mi lie j 
aans leauel ont ete prealablement curtives aes ke- 
ratinocytes la culture en presence dune cytOKine 
cnoisie parm. ie facteur ae siimulation ae colonies. 20 
ie facteur ae necrose tumorale ie facteur ae ceilu- 
ies soucnes I'mteneukine 3 ou I'mterleukme 4 

16. Procece selcn la revendication precedente. carac- 
terise par :c fait auc la differenciation est induite par 25 
la comoinaison d'au mcms deux des methoaes 
choisies parmi la culture en presence de keratino- 
cytes la culture dans un milieu dans lequel ont ete 
prealablement cultives des keratinocytes la culture 

en presence d'une cytokine choisie parmi le facteur 30 
de stimulation de colonies, le facteur ae necrose tu- 
morale le facteur de cellules souches I'mteneuMne 
3 ou I'mterleukme 4 

17. Proceae seion la revendication 16. caracterise par 35 
le fait que la differenciation est induite par la culture 

en presence de keratinocytes et en presence d'au 
moms une cytokine ou par la culture en presence 
d'un melange de cytokines, comme par exemple la 
combinaison du GM-CSF et du TNF-a -*o 

18. Proceae selcn la revendication precedente carac- 
terise par ie fait que la differenciation est induite par 
un melange ae GM-CSF et du TNF-a 

45 

1 9. Procece seion I'une quetconaue des revendications 
6 a 18. caracterise oar le fart que les cytokines sont 
presenles a des concentrations comprises entre 1 
ng/ml et 400 ng/ml de preference entre 2 5 ng/ml et 
300 no/ml so 

20. Procece seion I'une quelconque des revendications 
6 a 19 caracterise par Ic fait que la concentration 
en GM-CSF est comprise entre 100 ng/ml et 400 
ng/ml et ae preference entre 200 ng/ml et 300 ng/ S5 
ml 

21 . Procece seion I'une quetconaue des revendications 



5 a 20 caracterise par ie fait aue ia concentration 
en TNF-a est comprise entre 1 ng-mi et 7 5 ng, mi et 
ae preference entre 2.5 ng/mi et 5 naym 

22. Proceae seion la revendication 18 caracterise Dar 
le fait aue la proportion entre cytokines aans ie cas 
du melange GM-CSF,TNF-a est comprise entre les 
rappoTs oonaeraux 400' 1 et 13'1 et ae preference 
entre 120/1 et 40/1 

23. Procede seion I une quetconaue aes revenaications 

6 a 22 caracterise par le fart aue les precurseurs 
des ceiluies de Langerhans mcuits ou non sont mis 
en co-cuiture avec les keratinocytes en un temps 
permettant leur localisation aans la partie supraoa- 
sale ae I'equivalent d epiderme 

24. Procede seion ia revenaication precedente carac- 
terise par le fait que les precurseurs aes cellules de 
Langerhans inauits ou non sont mis en culture a un 
temps chotsi entre le moment ou la couche supra- 
basaie de ('equivalent d'epiderme commence a se 
forme r et le moment ou les keratinocytes dtfferen- 
cies commencent a former la premiere couche du 
stratum corneum 

25. Precede seion la revendication 24 caracterise par 
le fait que les precurseurs des cellules de Lange- 
rhans induits ou non sont mis en co-culture a un 
temps chotsi entre le moment ou la couche supra- 
basale de I'equivalent d'epiderme commence a se 
former et le deuxieme jour ae culture apres passage 
a ['interlace air/hquide 

26. Procede seion l une quelconque des revendications 
6 a 25. caracterise par le fait que I'on co-cultive en 
outre des melanocytes 

27. Equivalent d'epiderme. caracterise par le fait qu'il 
comprend au moms des keratinocytes et des pre- 
curseurs des cellules ae ^angerhans induits ou 
non 

28. Equivalent d'epiderme seion la revenaication 27, 
caracterise par le fait qu'il comprend en outre des 
melanocytes 

29. Equivalent d'epiderme seion I'une quelconque des 
revendications 27 ou 28 caracterise par le fait que 
les precurseurs des cellules de Langerhans induits 
ou non ont une localisation supraoasale 
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